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Amended Page 1 of the Original German Document 
10125-63 

APPARATUS AND METHOD FOR THE PARALLEL, LIQUID 
CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF SUBSTANCES 

The invention relates to an apparatus and to a method for the liquid chromatographic 
separation of substances under pressure, in accordance with the introductory portions 
of claims 1 and 16. 

So-called chromatographic separation installations are used for the preparative and 
analytical separation of substance mixtures. Essentially, these installations consist in 
each case of a conveying unit (pump), an injection system, the actual separating 
device (column) and a detector. The separation of mixtures of organic components is 
dominated at the present time by high-pressure liquid chromatography. The reasons 
lie essentially in the wide range of applications and in the universality, as well as in 
the robustness and user friendliness of the method. It is possible to separate and 
detect practically any mixture of organic substances by means of high-pressure liquid 
chromatography. Aside from the analysis of individual samples, for which it must be 
possible to vary the separation parameters optimally and appropriately, there is an 
increasing tendency in many areas to analyze and purify large series of samples under 
exactly the same conditions. 
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Present parallelized separation installations require a pumping device per separating 
equipment (column). As a rule, however, this is uneconomic. Moreover, the 
individual conveying lines of such multi-channel installations exhibit retention times, 
which deviate from one another. 

High pressure chromatographic installations are known, for which, with 
a total of seven pumps, one column carousel with sixteen columns, four individual 
detectors and one fraction collector, a maximum of four samples can be processed in 
parallel (Laborpraxis, December 1967, pp 61-63). In addition, because of their 
expensive construction in comparison to the small number of samples, which can be 
processed, it is not possible to work economically. 

A further installation is known, with which the maximum number of 
samples, which can be processed in parallel, also is four (Laboratory Automation 
News, Vol. 2, No. 2, May 1997). Four pumps operate four columns here. Substances 
are detected in a UV detector, which has one deuterium lamp and four flow cells, at 
only two wavelengths, which can be set before the analysis. The peak recognition in 
the detector switches four fraction collectors. In principle, essentially several high- 
pressure liquid chromatography setups are used in parallel here. This is 
disadvantageously uneconomic. 

A significant increase in the number of pumping lines can be achieved, 
if several channels are supplied in a parallel operation by a single pump or pump 
system, pumping at a constant rate, and a flow distribution, specified by the user, 
results. Such an arrangement is also known from US patent 5,198,1 15. 



Amoidedlagei^ 

The flow rate of the mobile phase ean also be recorded here by means 
of flow meters. However, it is used only for flow control and not for influencing the 
flow resistances in the individual separating lines. 
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• There is no detailed description of how the flows in the different channels are to 
be controlled when the separating columns are operated in parallel. For example, 
if one channel becomes blocked in the apparatus shown, the flow in the other 
channels, in the absence of a control system, would increase. 

• Likewise, it is doubtful whether the partitions on the disks prove to be tight at 
higher pressures. Mixing of different samples can therefore not be excluded here. 

It is an object of the invention to offer an apparatus and a method for 
the liquid chromatographic separation under pressure, with which a parallel 
separation and detection, as well as a purification, if required, of at least several 
samples is possible, the apparatus having a compact, cost-saving construction. 

This objective is accomplished with the characterizing portions of 
claims 1 and 16. 

Advantageous further developments are given in the dependent claims. 

The invention has several advantages. Significantly more samples can be separated, 
analyzed and purified in parallel per unit time. In the same time, in which a 
conventional high pressure, liquid chromatographic installation can separate only one 
sample or one of the above-described parallel chromatographic devices can separate 
four samples, the inventive equipment can separate, analyze and purify five or 
significantly more samples. Advantageously, in the case of the inventive apparatus, 
each separating line, including the separating columns, is separated physically from 
the others, so that mixing of the samples cannot take place. For an operation with a 
low pressure gradient, only one pump is required even for a parallel operation with 
significantly more than five separating columns 
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The samples, which are to be separated, are in sample vessels. 
Pursuant to a preferred embodiment of the invention, these are, for example, 
microtiter plates 15 in Figure 3. By means of a multi-parallel sample holding system 
5, which may be constructed, for example, as an autosampler, eight samples are taken 
up simultaneously and supplied to the injection system 18, which consists of injection 
ports 6, injection valves 9 and sample loops 7 (Figures 1A, IB). Through appropriate 
adjustment of the injection valve 9, excess sample material reaches the sample waste 
collector 8. If all eight sample delivery loops 7.1 to 7.8 are filled, all injection valves 
9.1 to 9.8 are switched simultaneously and, in this manner, the sample loops 7.1 to 
7.8, which are filled with samples, are connected with the separating columns 1 1.1 to 
11.8, so that the samples are added in parallel and simultaneously to the separating 
columns 1 1.1 to 1 1.8. The separating columns 1 1.1 to 1 1.8 are disposed compactly in 
a separating column battery 1 1 . 

Over valves 1.1 to 1.4 and 2.1 to 2.4 and the pumps 3 and 4, the mobile 
phase is pumped over a pressure sensor 19, which is part of the flow control unit, into 
the individual separating lines 17.1 to 17.8. A low pressure gradient, as well as a high 
pressure gradient can be employed. In the case of the low pressure variant, the 
gradient is produced in a mixing chamber and pumped with a single pump. In the 
case of the high pressure gradient operation (Figure 3), the mobile phase is brought 
together by means of two pumps 3 and 4 on the high pressure side. The mobile 
phase, pumped by pumps 3 and/or 4, flows over the distribution 20 to the flow 
regulator 10 and transports the sample, in accordance with Figure 1A, from the 
sample loops 7 to the respective separating column 11. The components of the 
samples are separated in the known manner on separating columns 1 1 . 1 to 1 1 .8. 
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Claims 



1. An apparatus for the liquid chromatographic separation of 
substances under pressure, for which at least several liquid chromatographic 
separating lines (17), which are disposed in parallel, are supplied by a single pumping 
unit in the form of one or two pumps (3, 4) and, in the region, when the samples are 
supplied, are combined with a sample holding system (5) and an injection system (18) 
as well as, in the detection region, with a detector (13 ), connected with an evaluation 
and control unit (16), wherein the liquid chromatographic separation lines (17) have a 
separate flow control unit (10, 12, 12.1, 19), the flow regulating units (10, 12, 19) 
consisting of a flow controller (10.1 - 10.8), a total pressure meter (19) and flow 
meters(12.1-12.8). 

2. The apparatus of claim 1, wherein the flow regulating units (10, 12, 
19) in each separating line (17) can be controlled by software and/or hardware. 

3. The apparatus of claims 1 to 2, wherein flow regulators (10) and 
flow meters (12) are disposed at different places in a separating line (17). 

4. The apparatus of claims 1 or 2, wherein flow regulators (10) and 
flow meters (12) are disposed compactly in one place m the separating line (17). 

5. The apparatus of claims 1 to 4, wherein the flow regulator unit (10, 
12, 19) is disposed in front of or behind the separating columns (11.1 to 11.8). 



6. The apparatus of claims 1 to 5, wherein the total pressure meter (19) 
is disposed on the output side of the pump (3, 4). 



7. The apparatus of one of the claims 1 to 6, wherein the sample 
hold.ng system (5) is connected with at least several parallel sample holding lines 
over at least several injection ports (6) and injection valves (9) and sample loops (7) 
of the multi-parallel injection system (18) are connected with at least several 
separating columns (1 1.1 to 1 1.8), which are coupled with a detector (13), which has 
several determination channels. 

8. The apparatus of one of the claims 1 to 7, wherein the separating 
columns (11.1 to 11.8) are combined compactly into a battery of separating columns 

(11). 

9. The apparatus of one of the claims 1 to 8, wherein each injection 
valve (9) is disposed before the separating columns (1 1.1 to 1 1.8). 

10. The apparatus of one of the claims 1 to 9, wherein each injection 
valve (9) is constructed as a multiple way valve. 

11. The apparatus of one of the claims 1 to 10, wherein each injection 
valve (9.1 to 9.8) has switching possibilities to an injection port (6), to a sample loop 
(7), to the pumps (3, 4), to a waste collector (8) and to a separating column (11.1 to 
11.8). 

12. The apparatus of one of the claims 1 to 11, wherein the separating 
lines (17.1 to 17.10) have a separating column and a solid phase extraction unit (13), 
which are coupled with further pumps (21, 22). 

13. The apparatus of claim 12, wherein a multiple way valve, which 
can be connected with the solid phase extraction unit (23), the multi-parallel fraction 
output unit (24) and the waste collector (14), is disposed in the end region of the solid 
phase extraction unit (23). 



14. The apparatus of one of the claims 12 or 13, where.n the solid 
phase extraction units (23) have at least two fractionating columns each. 

15. The apparatus of one of the claims 12 to 14, wherein the solid 
phase extraction units (23) have between 10 and 50 fractionating columns. 

16. A method for the liquid chromatographic separation of substances 
under pressure, for which several samples, which are to be separated, are supplied 
simultaneously to at least several separating columns (11) and, subsequently, a 
detection and selection takes place simultaneously and in parallel, wherein the 
separating lines (17) are calibrated with respect to the retention times by means of a 
calibration sample and, after the individual retention times have been determined, are 
adjusted to the same retention time by control with flow regulators (10) on the basis 
of data from flow meters (12) and initial pressure meters (19). 

17. The method of claim 16, wherein the ratio of the total pressure to 
the volume flow to the respective separating line is used as actual value for indirectly 
controlling the volume flow. 



Amended Claims 



1. An apparatus for the liquid chromatographic 
separation of substances under pressure, for which at least 
several liquid chromatographic separating lines (17) , which 
are disposed in parallel, are supplied by a single pumping 
unit in the form of one or two pumps (3, 4) and, in the 
region, when the samples are supplied, are combined with a 
sample holding system (5) and an injection system (18) as 
well as, in the detection region, with a detector (13) , 
connected with an evaluation and control unit (16) , wherein 
the liquid chromatographic separation lines (17) have a 
separate flow control unit (10, 12, 12.1, 19), the flow 
regulating units (10, 12, 19) consisting of a flow 
controller (10.1 - 10.8), a total pressure meter (19) and 
flow meters (12.1 - 12.8). 

2. The apparatus of claim 1, wherein the flow 
regulating units (10, 12, 19) in each separating line (17) 
can be controlled by software and/or hardware. 

3. _( amended^ The apparatus of-e4ra4ffl s 1 to 2 claim 
1, wherein flow regulators (10) and flow meters (12) are 
disposed at different places in a separating line (17) . 

4. (amende) The apparatus o f — c 1 a i mo 1 — e*^-£_ claim 

1, wherein flow regulators (10) and flow meters (12) are 
disposed compactly in one place in the separating line 
(17) . 

5. (amended) The apparatus of--eiia4-ms— 4-^^ 

1, wherein the flow regulator unit (10, 12, 19) is disposed 
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in front of or behind the separating columns (11.1 to 
11.8) . 

6. (amended; The apparatus of-e^i^e-- 1 to B r -; laim 
1, wherein the total pressure meter (19) is disposed on the 
output side of the pump (3, 4) . 

7. (amended) The apparatus of - o ne of the claimo 1 
6 claim 1, wherein the sample holding system (5) is 

connected with at least several parallel sample holding 
lines over at least several injection ports (6) and 
injection valves (9) and sample loops (7) of the multi- 
parallel injection system (18) are connected with at least 
several separating columns (11.1 to 11.8), which are 
coupled with a detector (13), which has several 
determination channels. 

8. (.amended) The apparatus of — eat^- »f- the claims 1 
te-^- claim 1, wherein the separating columns (11.1 to 11.8) 
are combined compactly into a battery of separating columns 
(11) • 

9. (amended) The apparatus of— er*e- of the claimo 1 
claim 1, wherein each injection valve (9) is disposed 

before the separating columns (11.1 to 11.8). 

10. (amended) The apparatus of ^^ne— e^-4^h^^ 

4 ^e— 9 claim 1, wherein each injection valve (9) is 

constructed as a multiple way valve. 

11. (amended) The apparatus of-^«e-o§— t he claim s 
! ta— 3h» claim 1, wherein each injection valve (9.1 to 9.8) 
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has switching possibilities to an injection port (6) , to a 
sample loop (7), to the pumps (3, 4), to a waste collector 
(8) and to a separating column (11.1 to 11.8). 

12. (amended) The apparatus of —t he-- e-a-r-ms 

± io -lairn 1, wherein the separating lines (17.1 to 

17.10) have a separating column and a solid phase 
extraction unit (13) , which are coupled with further pumps 
(21, 22) . 

13. The apparatus of claim 12, wherein a 
multiple way valve, which can be connected with the solid 
phase extraction unit (23), the mult i -parallel fraction 
output unit (24) and the waste collector (14), is disposed 
in the end region of the solid phase extraction unit (23) . 

14. (amended) The apparatus of~^fte-e#-fete — el-aims 
12 or 13- claim 12, wherein the solid phase extraction units 
(23) have at least two fractionating columns each. 

15. (amended) The apparatus of-efte-el-fehe- claim s 
x^-t^-y^ claim 12, wherein the solid phase extraction units 
(23) have between 10 and 50 fractionating columns. 

16. A method for the liquid chromatograp [hie 
separation of substances under pressure, for which several 
samples, which are to be separated, are supplied 
simultaneously to at least several separating columns (11) 
and, subsequently, a detection and selection takes place 
simultaneously and in parallel, wherein the separating 
lines (17) are calibrated with respect to the retention 
times by means of a calibration sample and, after the 
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individual retention times have been determined, are 

adjusted to the same retention time by control with flow 

regulators (10) on the basis of data from flow meters (12) 
and initial pressure meters (19) . 

17. The method of claim 16, wherein the ratio of 
the total pressure to the volume flow to the respective 
separating line is used as actual value for indirectly 
controlling the volume flow. 
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20/11/1998 
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Artlkel 1 8 Qbermmet. Elne Kopie wW dem International BOro Obermfttett. 

DleeerlrteiTMrtlonaleRecher^^ BWtter ( ^ ^^t^w 

QQ DarOberhlnauslegtlhmJewelee^ 



1. Qnindl*gede«B*riclits 

a 



Hlnetehtich derSpi^che let dte Irrtemationaie Recherche auf der Gmndtage der lntemat»onaten AnmeWung m der Sprache 

Dlelrrternatk)naleRec^ 
AnmeWung (Regel 2ai b)) durchgefOhrt worden. 
Hlnetehtlch der In der IntematWnalen AnmeWung offenbarten Nucleoid- undtoder Aminoe*u»e#quenz let die Internationale 
Recherche auf der Grundage dee Sequenzprotokoite durcbgetuhrt worden, dae 
□ m der IntematJonaJen AnmeWung In Schiflcher Form enthaJten let 

zueammen mft der International AnmeWung In (xxr^uterteebarer Form elngereteht worden let 
belderBehordenacWrftglch In acbrlMlcher Form elr^jerelcrrt wcirden let 
bel der Behorde rtachtraglch In (xxnputerteebarer Form ekigerelcht worden let 

Die ErWarung, daB dae nachtraglch elngeretente echiMche Sequenzprotokoll nlcht Qber den Offenbaningegeha* der 
Irrternationalen AnmeWung Im AnmeWezetpunW hlnausgeht wurde vorgetegt 

Die ErWarung, daB de In cwriputertesbarer Form erfaBten IrrfaTrwtionen dem schrffticben Sequenzprotokol ertsprechen, 
wurde vorgetegt 



□ 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. Q Beetirnmte ArteprOche haben eich ate nicht reherchierbej- erwieaen (elebe FeW I), 
a Q Mangelnde Einheittfchteeit (tor Ertlndung (slehe FeW II). 

4. Hlneichtlch der Bezeichnung der Ertlndung 

(T) wW der vom AnmeWer elngeretente Worttaut genehrnlgt 
□ wurde der Worttaut von der Behorde wie folgt feetgeeetzt 



5. Hlr«»chtlchderZuwmwnefrfw^ 

Ewlrd der vom AnmeWer elnoeretehte Worttaut genehrnlgt 
wurde der Worttaut nach Regel 38.2b) In der In FeW III angegebenen Faasung von der Behordefeetg^ett Der 
|-| A^m^ten^ dleeeelrrtemattonaien 
1 — 1 Rectercberfcerlchte elne Stelungnahrne vortegen. 

a Fotgende AbWWung der Zeichnungen let mil der Zueammenfassung zu veroffentfchen: Abb. Nr. _LA 

[T] wte vom AnmeWer vorgeechlagen □ kelne der Abb. 

) | well der AnmeWer aefoet kelne AbWWung vorgeechlagen hat 
| | well dleee AbWWung ole Ertlndung beeeer kennzelchnet 
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INTERNATIONALlPWECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/09747 



A. KLASS1FIZ1ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N30/46 B01D15/08 



Nach der tnternationalen Patentklassitikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstotf (Klassifikationssystem und Klassifikationssymboie ) 

IPK 7 G01N B01D 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der tnternationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 
A 


US 5 198 115 A (STALLING DAVID L ET AL) 
30. Marz 1993 (1993-03-30) 

Spalte 4, Zeile 5-24 
Spalte 4, Zeile 55 -Spalte 5, Zeile 14 
Spalte 5, Zeile 51 -Spalte 6, Zeile 37 
Spalte 8, Zeile 54 -Spalte 9, Zeile 58 


1-5,7-9, 
11,12, 
14,15,19 
13,16,20 


A 


US 3 922 223 A (BURKHARTSMEIER GARY L) 
25. November 1975 (1975-11-25) 


1 


A 


DE 196 41 210 A (ANALYTIC0N AG 
BI0TECHNOLOGIE P) 
2. April 1998 (1998-04-02) 
in der Anraeldung erwahnt 
Zusammenfassung; Abbi Idling 1 

-/- 


1 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



0 Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen 
"A* Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik detiniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Ver6ffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die steh auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mafcnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vordem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koHidiert, sondem nur zum Verstandnts des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der thr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allem auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategone in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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VERTRAG UBER A INTERNATIONALE ZUSAf(B^NARB^ 

^ ot f=T r^co nATCMTiAicecTfe ^016 MAR 2001 



GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



WIPO 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) — 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
P46497PC-Gu 


siehe Mitteilung uberdie Ubersendung des mternationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbenchts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/09747 


Internationales Anmetdedatum (Tag/Monat/Jahr) 
22/11/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
20/11/1998 


Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N30/46 


Anmelder 






SEPIATEC GMBH et al. 







1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfafBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S Auf3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 10 Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I S3 Grundlage des Berichts 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
20/06/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
14.03.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
0/W D " 80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Muller, T t ^ J 

Tel. Nr. +49 89 2399 2285 ^^L^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER prT/ _ pQQ/m747 
PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PC I /hPyy/Uy (4( 

I Grundlage cles Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf 
' Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunghch emgervcht und smd ,hm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

2,4,6,8-14 ursprungliche Fassung 

3 3a 7 eingegangen am 31/01/2001 mit Schreiben vom 23/01/2001 

15 eingegangen am 01/03/2001 mit Schreiben vom 01/03/2001 

Patentanspruche, Nr.: 



1-17 



eingegangen am 01/03/2001 mit Schreiben vom 01/03/2001 



Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 



2 Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
Se tnSllXie AnmeWung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser emgere.cht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

' internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VI II , Blart 1) (Juli 1998) 
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□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

* n Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden da diese aus den 
angegebenen ^"den nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunghch 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzu W eisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

v Becriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
SSSSr^iSSndbJrtoK; Unterlagen und Erk.arungen zur Stutzung dieser FeststeNung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 1-17 
Nein: Anspruche 



Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-17 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1-17 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/09747 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Es wird auf das folaende Dokument verwiesen: 
D1: US-A-5198115 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 Die Anmeldung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur parallelen 
flussigchromatographischen Trennung von Substanzen. Die Aufgabe der 
Erfindung besteht in der Bereitstellung einer kompakten integrierten Konstruktion 
zur parallelen Auftrennung und Reinigung von Substanzen. 

2. Neuheit: 

Den nachstliegenden Stand der Technik offenbart D1 , worin dieselbe 
Aufgabenstellung durch eine Vorrichtung mit gemeinsamer Pumpe 22 und 
mehreren parallel betriebenen Trennsaulen 76 gelost wird. In jeder 
flussigchromatographischen Trennungslinie wird eine separate 
Flussregelungseinheit 82 und ein Detektor 81 offenbart. 

Aus D1 geht nicht hervor, daB die Flussregelungseinheiten aus einem Flussregler, 
einem Gesamtdruckmesser und einem Flussmesser bestehen, und daB nach 
Ermittlung der einzelnen Retentionszeiten durch Steuerung von Flussreglern 
aufgrund von Daten von Flussmessern und Ausgangsdruckmesser fur alle Proben 
die gleiche Retentionszeit eingestellt wird. 

Daher sind die Vorrichtung gemaB Anspruch 1 sowie das Verfahren nach 
Anspruch 16 neu gegenuber dem aus dem Recherchenbericht bekannten Stand 
der Technik (Artikel 33(2) PCT). 

3. Erfinderische Tatigkeit: 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 




INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/09747 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Eine Flussregelung nach Anspruch 1 oder 16 geht aus den weiteren im 
Recherchenbericht genannten Dokumenten nicht hervor und wird durch sie auch 
nicht nahegelegt. Daher erfullen die Anspruche 1 und 16 das Erfordernis der 
erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 

4. Die industrielle Anwendbarkeit ist gegeben. 

5. Abhangige Anspruche: 

Die Anspruche 2-15 und 17 enthalten die Merkmale der Anspruche 1 und 16 und 
erfullen damit ebenfalls die Kriterien des PCT (Artikel 33). 
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Vorrichtung und Verfahren zur parallelen f lussigchroma- 
tographischen Trennung von Substanzen 



10 



15 



20 



Beschreibvmg 

Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur f lussigchr omatogr aphis chen Trennung von 
Substanzen unter Druck gemafi den Oberbegri f f en der An- 
spriiche 1 und 16. 



Zur praparativen und analytischen Trennung von Sub- 
stanzgemischen werden sog. chromatographische Trennan- 
lagen verwendet . Diese bestehen im we sent lichen aus j e- 
weils einer Fordereinheit (Pumpe) , einem In j ektionssys- 

25 tern, der eigentlichen Trennvorrichtung (Saule) und ei- 

nem Detektor. Die Auf trennung von aus organischen Be- 
st andteil en bestehenden St of f gemischen wird der zeit 
durch die Hochdruckf lussigchr omatogr aphie dominiert . 
Die Grunde sind im wesentlichen in der Anwendungsbreite 

30 und Universalitat sowie der Robustheit und Anwender- 

f reundlichkeit der Methode zu sehen . Mitt els der 
Hochdruckf 1 us si gchr omatogr aphie ist es mbglich, prak- 
tisch j edes organische Subs tan zgemisch auf zutrennen und 
zu detektieren . Neben der Analyse von Einzelproben , bei 

35 der die Trennparameter optimal und entsprechend vari- 

ierbar sein sollen, miissen mit zunehmender Tendenz in 



3 



durchfuhren zu konnen. Derzeitige parallelisierte 
Trennanlagen benotigen je eine Fordereinrichtung pro 
Trennvorrichtung (Saule) . Dies ist jedoch in der Regel 
unokonomisch. Daruberhinaus zeigen solche Mehr kanalan- 
5 lagen in den einzelnen Forderlinien voneinander abwei- 

chende Retentionszeiten . 



Es sind Hochdruckchromatographieanlagen bekannt, bei 
10 denen mit insgesamt sieben Pumpen, einem Saulenkarussel 

mit sechzehn Saulen, vier einzelnen Detektoren und ei- 
nem Fraktionssammler maximal vier Proben parallel bear- 
beitet werden konnen (Laborpraxis , Dezember 1967, Seite 
61-63) . Hinzu kommt, daft aufgrund ihrer aufwendigen 
15 Konstruktion im Vergleich zu der geringen zu bearbei- 

tenden Proben zahl ein okonomisches Arbeit en nicht ges- 
tattet ist. 



Eine weitere Anlage ist bekannt, mit der sich maximal 
20 ebenfalls vier Proben parallel bearbeiten lassen (Labo- 

ratory Automation News, Vol. 2, No. 2, Mai 1997). Hier 
betreiben vier Pumpen vier Saulen. Substanzen werden in 
einem UV-Detektor, der eine Deuteriumlampe und vier 
Flusszellen aufweist, bei nur zwei vor der Analyse ein- 
25 stellbaren Wellenlangen detektiert. Die Peaker kennung 

im Detektor schaltet vier Fraktionssammler. Im Prinzip 
werden hier im wesentlichen mehrere Hochdruckf liissigch- 
romatographiegerate parallel eingesetzt. Das ist 
nachteiligerweise unokonomisch . 

30 

Eine wesentliche Steigerung der Zahl der Forderlinien 
ist erreichbar, wenn mehrere Kanale im Parallelbetr ieb 
von einer einzigen konstant fordernden Pumpe (bzw. Pum- 
pensystem) versorgt werden und eine seitens des Anwen- 



GEANDERTES BLA7T 



ders vorgegebene Flussverteilung entsteht. Eine soiche 
Anordnung ist aus der US-A-5 . 198 . 115 bekannt. 

Die Durchf luflrate der mobilen Phase kann hier mittels 
5 Flussmessern registriert werden. sie dient jedoch le- 

diglich der Durchf lusskontrolle und nicht zur Beein- 
flussung der Stomungswiderstande in den einzelnen Tren- 
nungslinien. 
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st el It en Vorrichtung ohne Re ge lung automatisch der 
Fluss in den anderen Kanalen erhohen. 

Ebenso ist es fraglich, ob sich die Trennwande auf 
den Scheiben bei hoheren Driicken noch als dicht er- 
5 weisen. Eine Vermischung verschiedener Proben kann 

deshalb hier nicht ausgeschlossen werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrich- 
tung und ein Verfahren zur f lussigchromatographischen 
10 Trennung unter Druck anzubieten, mit denen eine paral- 

lele Auftrennung und Detektion sowie eine Auf reinigung, 
wenn erf orderlich, von mindestens mehreren Proben mog- 
lich ist, wobei die Vorrichtung eine kompakte, kosten- 
sparende Konstruktion auf weisen soil. 

15 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den kennzeichnenden 
Teilen der Anspriiche 1 und 16. 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspru- 

20 chen auf gef iihrt . 

Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. Pro 
Zeiteinheit konnen bedeutend mehr Proben parallel ge- 
trennt, analysiert und aufgereinigt werden. In der 
gleichen Zeit, in der eine her kommliche Hochdruckf liis- 

25 sigchromatographieanlage nur eine Probe oder eine der 

oben beschriebenen Parallelchromatographievorr ichungen 
vier Proben auftrennen, kann die erf indungsgemafie Vor- 
richtung funf oder bedeutend mehr Proben auftrennen, 
analysieren und aufreinigen. Vorteilhaf terweise ist bei 

30 der erf indungsgemalien Vorrichtung jede Trennungslinie 

einschlieftlich der Trennsaulen physikalisch von der an- 
deren getrennt, so daft eine Vermischung der Proben 
nicht stattfinden kann. Fur den Betrieb mit Nieder- 
druckgradient werden selbst bei einem Parallelbet rieb 

35 von wesentlich mehr als funf Trennsaulen nur eine Pumpe 




Die zu trennenden Proben bef inden sich in Probenge fa- 
lien. Gemaft einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung 
sind dies beispielsweise Mikrotiterplatten 15 in 

5 Fig. 3. Mittels eines mult iparallelen Probeauf nahme- 

systemes 5, das beispielsweise als Autosampler ausge- 
bildet sein kann, werden gleichzeitig acht Proben auf- 
genommen und dem In j ektionssystem 18 zugefiihrt, das aus 
Injektionsports 6, In j ekt ions vent ilen 9 und Proben- 

10 schleifen 7 besteht (Fig. 1A, IB) . Uberf llissiges Pro- 

benmaterial gelangt durch die entsprechende Stellung 
des Injektionsventils 9 in den Probenabfall 8. Sind al- 
le acht Probeaufgabeschleifen 7.1 - 7.8 befiillt, werden 
alle Injektionsventile 9.1 - 9.8 gleichzeitig geschal- 

15 tet und auf diese Weise die mit Proben gefiillten Pro- 

benschleifen 7.1 - 7.8 mit den Trennsaulen 11.1 - 11.8 
verbunden, so daft die Proben parallel und gleichzeitig 
auf die Trennsaulen 11.1 - 11-8 aufgegeben werden. Die 
Trennsaulen 11.1 - 11.8 sind in einer Trennsaulenbatte- 

20 rie 11 kompakt angeordnet . 

Uber die Ventile 1.1 - 1.4 und 2.1 - 2.4 und die Pum- 
pen 3 und 4 wird die mobile Phase liber einen Drucksen- 
sor 19, der Teil der Flussregelungseinheit ist, in die 

25 einzelnen Trennungslinien 17.1 - 17.8 gef ordert . Es 

kann sowohl ein Niederdruck- als auch ein Hochdruckgra- 
dient gefahren werden. Im Falle der Niederdruckvariante 
wird der Gradient in einer Mischkammer erzeugt und mit 
einer einzigen Pumpe gef ordert . Bei Hochdruckgradien- 

30 tenbetrieb (vergl. Fig. 3) werden die Flufimittel 

mittels zweier Pumpen 3 und 4 auf der Hochdruckseite 
zusammengef iihrt . Die von den Pumpen 3 und / oder 4 ge- 
forderte mobile Phase fliefit liber die Verteilung 20 zum 
Flussregler 10 und transport iert die Proben gemafi Fig. 

35 1A von den Probenschleif en 7 auf die jeweilige 
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Paten tanspruche 

5 

1. Vorrichtung zur f liissigchromatographischen Trennung 
von Substanzen unter Druck, bei der mindestens meh- 
rere parallel verlauf end angeordnete f lussigchroma- 
tographische Trennungslinien (17) von einer einzi- 

10 gen Fordereinheit in Form von ein oder zwei Pumpen 

(3, 4) versorgt werden und im Bereich der Probenzu- 
fuhrung mit einem Probenauf nahmesystem (5) und ei- 
nem In j ektionssystem (18) sowie im Detektionsbe- 
reich mit einem Detektor (13) , verbunden mit einer 

15 Auswerte- u . Steuereinheit (16), kombiniert sind, 

dadurch gekennzeichnet , 

daft jede f lussigchromatographi sche Trennungslinie 
(17) eine separate Flussregelungseinheit (10, 12, 
19) aufweist, wobei die Flussregelungseinheit en 
20 (10,12,19) aus einem Flussregler (10.1 - 10.8), ei- 

nem Gesamtdruckmesser (19) und einem Flussmesser 
(12.1 - 12.8) bestehen. 



25 2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

daft die Fluftregelungseinheiten (10,12,19) in jeder 
Trennungslinie (17) soft- und/oder hardwaremaftig 
steuerbar sind. 

30 

3. Vorrichtung nach den Anspriichen 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 
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daft Flussregler (10) und Flussmesser (12) in einer 
Trennungslinie (17) an verschiedenen Orten angeord- 
net sind. 

5 

4. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daft Flussregler (10) und Flussmesser (12) in den 
Trennungslinien (17) kompakt an einem Ort angeord- 
10 net sind. 



5. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet , 

15 daft die Flussregelungseinheit (10,12,19) vor 

oder hinter den Trennsaulen (11.1 - 11.8) angeord- 
net ist. 



20 6. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet , 

daft der Gesamtdruckmesser (19) ausgangs der Pumpen 
(3, 4) angeordnet ist. 

25 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , 

daft das Probenauf nahmesystem ( 5 ) mit mindestens 
mehreren parallelen Probeauf nahmelinien liber minde- 
30 stens mehrere In j ekt ionsports (6) und 
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In j ektionsventile (9) und Probenschlei f en (7) des 
multiparallelen In jektionssystems (18) mit mindes- 
tens mehreren Trennsaulen (11.1 - 11.8) verbunden 
smd, die mit eineru Detektor (13) gekoppelr sind, 
der mindestens mehrere Bestimmungskanale aufweist. 



8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

10 daft die Trennsaulen (11.1 - 11.8) zu einer Trenn- 

saulenbatterie (11) kompakt vereinigt sind. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

daft j edes In j ekt ions vent il ( 9 ) vor den Trennsaulen 
(11.1 - 11.8) angeordnet ist. 

20 10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 

dadurch gekennzeichnet , 

daft jedes In j e kt ions vent il (9) als Mehrwegvent il 
ausgebildet ist . 

25 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft jedes In j ektionsvent il (9.1-9.8) Schaltmoglich- 
keiten zu einem In j ekt ionsport (6), zu einer Pro- 
30 benschleife (7), zu den Pumpen (3, 4), zu einem Ab- 

fall (8) und zu einer Trennsaule (11.1 - 11.8) auf- 
weist: . 
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12. Vorrxchtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet , 

dali die Trennungslinien (17.1-17.10) eine Trennsau- 
le und eine Festphasenextrakt ionseinheit (23) auf- 
weisen, die mit weiteren Pumpen (21, 22) gekoppelt 
ist . 



10 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

im Endbereich der Festphasenextraktionseinheit (23) 
ein mit der Festphasenextraktionseinheit (23), der 
15 multiparallelen Frakt ionsausgabeeinheit (24) und 

dem Abfall (14) eine Verbindung herstellbares Mehr- 
Wege-Ventil angeordnet ist. 



20 14. Vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, 

dadurch gekennzeichnet, dali 

die Festphasenextrakt ionseinheiten (23) mindestens 
je zwei Fraktionier saulen aufweisen. 

25 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dali 

die Festphasenextraktionsemheiten (23) je zwischen 
10 und 50 Fraktioniersaulen aufweisen. 



GEANDERTES EL ATT 



# 



19 



Verf ahren zur f lus si gchromat ogr aphis chen Trennung 
von Substanzen unter Druck, bei dem mehrere zu 
trennende Proben gleichzeitig mindestens mehreren 
Trennsaulen (11) zugefuhrt werden und anschlieftend 
gleichzeitig und parallel eine Detection und Aus- 
wahl erfolgt 

dadurch gekennzeichnet , 

daft die Trennungslinien (17) bezuglich der Reten- 
tionszeiten mittels einer Kalibrierprobe kalibriert 
werden und nach Ermittlung der einzelnen Retenti- 
onszeiten durch Steuerung von Flussreglern (10) 
aufgrund von Daten von Flussmessern (12) und Aus- 
gangsdruckmesser (19) fur alle Proben die gleiche 
Retentions zeit eingestellt wird. 

Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet , 

daft der Quotient aus Gesamtdruck und Vo lumens trom 
der jeweiligen Trennungslinie als Istwert fur eine 
indirekte Regelung des Vo lumens tromes herangezogen 
wird . 
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Vorrichtung und Verfahren zur parallelen f lussigchroma- 
tographischen Trennung von Substanzen 



10 



15 



20 



30 



Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein 
Verfahren zur f lussigchromatographischen Trennung von 
Substanzen unter Druck gemaS den Oberbegrif f en der An- 
spruche 1 und 1 9 . 

Zur praparativen und analytischen Trennung von Sub- 
stanzgemischen werden sog. chromatographische Trennan- 
lagen verwendet . Diese bestehen im wesentlichen aus je- 
weils einer Fordereinheit (Pumpe) , einem Injektionssy- 
stem, der eigentlichen Trennvorrichtung (Saule) und ei- 
nem Detektor. Die Auf trennung von aus organischen Be- 
standteilen bestehenden Stof f gemischen wird derzeit 
durch die Hochdruckf lussigchromatographie dominiert . 
Die Griinde sind im wesentlichen in der Anwendungsbreite 
und Universalitat sowie der Robustheit und Anwender- 
freundlichkeit der Methode zu sehen. Mittels der Hoch- 
druckf lussigchromatographie ist es moglich, praktisch 
jedes organische Substanzgemisch aufzutrennen und zu 
detektieren. Neben der Analyse von Einzelproben, bei 
der die Trennparameter optimal und entsprechend vari- 
ierbar sein sollen, miissen mit zunehmender Tendenz in 
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vieien Bereichen groEe Probenserien unter exakt den 
gieichen Bedingungen analysiert oder aufgereinigt wer- 
den. Dabei ist vor allem fur den analytischen Bedarf 
haufig eine exakte Vergleichbarkei: der Chrcmat ogramme 
5 una eine eindeutige Iden: if ikation vcn getrennten Sub- 

s tan z en anhand der Retent ionszei ten im Chroma togramm 
erf crderlich . Nicht zu vermeidende Unterschiede in der 
Art der Befiillung der Chromatcgraphiesaulen mit statio- 
naren Phasenmaterial, z. B. in der Fiillhohe oder in der 
10 Packungsdichte, konnen jedoch zu unterschiedlichen Re- 

tentionszeiten fuhren, so da£ eine exakte Vergleichbar- 
keit der Chroma t ogramme nicht mehr gegeben ist. 

Bisher werden fur analytische und praparative Zwecke 
15 jeweils einzelne chromatographische Trennanlagen fur 

die Trennung einzeiner Substanzgemische verwendet . Die 
Suche nach pharmazeut isch verwertbaren Naturstoffen und 
die Synthese ganzer Substanzbibliotheken mittels combi- 
natorischer Chemie hat in neuerer Zeit allerdings zu 
20 erhohten Anforderungen an den Probendurchsat z bei fliis- 

sigchromatograhischen Anlagen gefuhrt. 

So ist es bekannterweise moglich, iiber serielle Analy- 
sen oder Aufreinigung von Proben, Probenserien nachein- 
ander zu bearbeiten. Dieses Vorgehen jedoch ist sehr 

25 zeitauf wendig und fuhrt zu langen Zeitraumen zwischen 

der Prozessierung der ersten und der letzten Probe. 
Nachteiligerweise kann bei der Durchfiihrung der fius- 
sigchromatographischen Trennungen uber langere Zeitrau- 
me die Konstanz der Bedingungen nicht garantiert wer- 

30 den, da sich unter anderem Proben, Saulenmaterialien 

und Losungsmittel verandern. 

Urn eine groSe Zahl von Proben zu analysieren ( sog . 
„high throughput screening") , ist es deshalb wunschens- 
35 wert, eine groSere Zahl von Trennungen gleichzeitig 
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durchfuhren zu konnen. Derzeitige parallelisierte 
Trennanlagen benotigen je eine Fordereinrichtung pro 
Trennvorrichtung (Saule) . Dies ist jedoch in der Regel 
unokonomisch. Daruberhinaus zeigen solche Mehrkanalan- 
lagen in den einzelnen Forderlinien voneinander abwei- 
chende Retentionszeiten. 



Es sind Hochdruckchromatographieanlagen bekannt, bei 
denen mit insgesamt sieben Pumpen, einem Saulenkarussel 
mit sechzehn Saulen, vier einzelnen Detektoren und ei- 
nem Fraktionssammler maximal vier Proben parallel bear- 
beitet werden konnen (Laborpraxis , Dezember 1967, Seite 
61-63) . Hinzu kommt , daS aufgrund ihrer aufwendigen 
Konstruktion im Vergleich zu der geringen zu bearbei- 
tenden Probenzahl ein okonomisches Arbeiten nicht ge- 
stattet ist. 

Eine weitere Anlage ist bekannt, mit der sich maximal 
ebenfalls vier Proben parallel bearbeiten lassen (Labo- 
ratory Automation News, Vol. 2, No. 2, Mai 1997). Hier 
betreiben vier Pumpen vier Saulen. Substanzen werden in 
einem UV-Detektor, der eine Deuteriumlampe und vier 
Flusszellen aufweist, bei nur zwei vor der Analyse ein- 
stellbaren Wellenlangen detektiert . Die Peakerkennung 
im Detektor schaltet vier Fraktionssammler . Im Prinzip 
werden hier im wesentlichen mehrere Hochdruckf lussig- 
chromatographiegerate parallel eingesetzt. Das ist 
nachteiligerweise unokonomisch. 

Eine wesentliche Steigerung der Zahl der Forderlinien 
ist erreichbar, wenn mehrere Kanale im Parallelbetrieb 
von einer einzigen konstant fordernden Pumpe (bzw. Pum- 
pensystem) versorgt werden und eine seitens des Anwen- 
ders vorgegebene Flussverteilung entsteht. 
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Ein e inf ache ; ungeregelte Parallelschal tung mehrerer 
Trennsaulen, die durch eine einzige Fumpe versorgt wer- 
den, fuhrt jedoch aufgrund der uncerschiedlichen Stro- 
mungs vernal :nisse in den einzelnen Saulen zu einer 
5 Flussverteilung, die nur sehr schwer vorhersehbar ist. 

Jede Saule muS vor Inbetriebnahme stromungstechnisch 
vermessen werden und einen Stromungswiders tandskennwert 
erhal ten . 

Analog zu einem paralielen Wider standsne t zwer k in der 
10 Elektirotechnik wurde man mit einem solchen Kennwert 

auch hier eine entsprechende Verteilung des Volumen- 
strcmes erwarten konnen . Dieses Verfahren der Flussein- 
stellung im paralielen Betrieb ist in der Praxis un- 
brauchbar, da es keinerlei zeitliche Veranderungen 
15 (z.B. Alterungs- u. Ver st opf ungsprozesse im Saulenmate- 

rial) berucksichtigt . 



In DE 195 45 423 Al ist eine Vorrichtung beschrieben, 
20 mit der bis zu zweiundsiebzig parallele Trennungen mog- 

lich sein sollen. Die Vorrichtung basiert auf zwei mit- 
einander verbundenen kreis- und scheibenf ormigen Trenn- 
phasen. Der Strom der mobilen Phase kehrt sich bei die- 
ser Vorrichtung urn. Fur parallele Messungen sollen die- 
25 se Scheiben mit undurchlassigen Trennwanden versehen 

sein. Die Detektion soil in einem nicht naher beschrie- 
benen Vielkanaldetektor erfolgen. Die Trennphase wird 
iiber zwei Pumpen und einem Ventilbaum mit mobiler Phase 
und Proben versorgt. Diese Vorrichtung weist zwei kri- 
30 tische Punkte auf : 

Es wird nicht naher beschrieben, wie die Fliisse in 
den verschiedenen Kanalen bei parallelem Betrieb der 
Trennsaulen geregelt werden sollen. Verstopft bei- 
spielsweise ein Kanal , so wurde sich in der darge- 
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stellten Vorrichtung ohne Regelung automatisch der 
Fluss in den anderen Kanalen erhohen. 
- Ebenso ist es fraglich, ob sich die Trennwande auf 
den Scheiben bei hoheren Driicken noch als dicht er- 
5 weisen. Eine Vermischung verschiedener Proben kann 

deshalb hier nicht ausgeschlossen werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde , eine Vorrich- 
tung und ein Verfahren zur f lussigchromatographischen 
10 Trennung unter Druck anzubieten, mit denen eine paral- 

lele Auftrennung und Detektion sowie eine Auf reinigung, 
wenn erf orderlich, von mindestens mehreren Proben mog- 
lich ist, wobei die Vorrichtung eine kompakte, kosten- 
sparende Konstruktion auf weisen soil . 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den kennzeichnenden 
Teilen der Anspruche 1 und 6 . 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspru- 

20 chen aufgefuhrt . 

Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. Pro 
Zeiteinheit konnen bedeutend mehr Proben parallel ge- 
trennt, analysiert und aufgereinigt werden. In der 
gleichen Zeit, in der eine herkommliche Hochdruckf lus- 

25 sigchromatographieanlage nur eine Probe Oder eine der 

oben beschriebenen Parallelchromatographievorrichungen 
vier Proben auftrennen, kann die erf indungsgemaEe Vor- 
richtung fiinf Oder bedeutend mehr Proben auftrennen, 
analysieren und aufreinigen. Vorteilhaf terweise ist bei 

30 der erfindungsgemafien Vorrichtung jede Trennungslinie 

einschlieElich der Trennsaulen physikalisch von der an- 
deren getrennt, so daS eine Vermischung der Proben 
nicht stattfinden kann. Fur den Betrieb mit Nieder- 
druckgradient werden selbst bei einem Parallelbetrieb 
35 von wesentlich mehr als funf Trennsaulen nur eine Pumpe 
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oder fur den Kcchdruckgradi en ten maximal zwei Pumpen 
und fur das Betreiben der Festphasenexrraktionseinheit 
ebenf alls nur zwei Pumpen benctigt: . Dies spart Raum und 
Kosten. Da fur die Probenin j ekt ion Mehrwegventile par- 
allel geschaitet werden, wird nur eine Ventilsteuerung 
benotigt. Eine solche parallel betriebene Chromatogra- 
phievorrichcung kann giinstigerweise mit einem einzelnen 
Multikanalde tektor , anstelle von vielen einzelnen De- 
tektoren ausgestattet werden. SchlieSlich sind die 
Chromatogramme der einzelnen Trennungslinien durch den 
Einbau einer kal ibr ierbaren Flussregelung absolut mit- 
emander vergiei chbar . 

Die Erfindung wird anhand von Zeichnungen und Ausfiih- 
rungsbeispielen naher erlautert . 



Es zeigen 

Fig. 1A ein Ablauf schema mit acht Trennungslinien sowie 
einer Anordnungsvariante der Flussregelungsein- 
heit , 

Fig. IB ein Ablauf schema mit einer weiteren Anordnungs- 
variante der Flussregelungseinheit , 

Fig. 2 ein Diagramm zur Wirkungsweise der Flussrege- 
lung und 

Fig. 3 eine schematische perspekt ivische Darstellung 
der Vorrichtung mit 96 Trennungslinien, 

Fig. 4 eine schematische Darstellung der Vorrichtung 
mit zehn Festphasenextrakt ionseinheiten, die je 
sechs Frakt ioniersaulen aufweisen und 

Fig. 5 eine schematische Darstellung der Vorrichtung 
mit zwei Frakt ioniersaulen fur j ede Festphasen- 
extraktionseinheit . 
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Die zu trennenden Proben befinden sich in Probengefa- 
£en. Gema£ einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung 
sind dies beispielsweise Mikrot i terplatten 15 in 

5 Fig. 3. Mittels eines mul tiparallelen Probeauf nahmesy- 

stemes 5, das beispielsweise als Autosampler ausgebil- 
det sein kann, werden gleichzeitig acht Proben aufge- 
nommen und dem In j ektionssystem 18 zugefuhrt, das aus 
Injektionsports 6, Inj ekt ionsventilen 9 und Proben- 

10 schleifen 7 besteht (Fig. 1A, IB) . Uberf lussiges Pro- 

benmaterial gelangt durch die entsprechende Stellung 
des Injektionsventils 9 in den Probenabfall 8. Sind al- 
le acht Probeauf gabeschleif en 7.1 - 7.8 befullt, werden 
alle Injektionsventile 9.1 - 9.8 gleichzeitig geschal- 

15 tet und auf diese Weise die mit Proben gefullten Pro- 

benschleifen 7.1 - 7.8 mit den Trennsaulen 11.1 - 11.8 
verbunden, so da£ die Proben parallel und gleichzeitig 
auf die Trennsaulen 11.1 - 11.8 aufgegeben werden. Die 
Trennsaulen 11.1 - 11.8 sind in einer Trennsaulenbatte- 

20 rie 11 kompakt angeordnet. 

Uber die Ventile 1.1 - 1.4 und 2.1 - 2.4 und die Pum- 
pen 3 und 4 wird die mobile Phase uber einen Drucksen- 
sor 19, der Teil der Flussregelungseinheit ist, in die 

25 einzelnen Trennungslinien 17.1 - 17.8 gef ordert . Es 

kann sowohl ein Niederdruck- als auch ein Hochdruckgra- 
dient gefahren werden. Im Falle der Niederdruckvariante 
wird der Gradient in einer Mischkammer erzeugt und mit 
einer einzigen Pumpe gef ordert. Bei Hochdruckgradien- 

30 tenbetrieb (vergl. Fig. 3) werden die Flufimittel 

mittels zweier Pumpen 3 und 4 auf der Hochdruckseite 
zusammengef uhrt . Die von den Pumpen 3 und / Oder 4 ge- 
forderte mobile Phase fliefit uber die Verteilung 2 0 zum 
Flussregler 10 und transport iert die Proben gemaS Fig. 

35 1A von den Probenauf gabeschleif en 7 auf die jeweilige 
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Trennsaule 11. in den Trennsaulen 11.1 - 11. S werden 
auf an sich bekannte Weise die Komponenten der Proben 
aufgetrennt . 



Nach erfolgter Trennung werden die Komponenten in einen 
Multikanaldetektor 13 gefuhrt. Der Mul tikanalde tektor 
13 kann auf dem Prinzip an sich bekannter Detektions- 
verfahren, wie z. B. der Ultraviolettabsorption, der 
Fluoreszensspektroskopie , der Lichtstreudetekt ion oder 
der Massendetektion basieren. Fur j ede der acht Proben 
nimmt der Mul tikanalde tektor 13 ein eigenes Chromato- 
gramm bzw. Spektrum auf. 

Dient die erf indungsgemaEe Vorrichtung ausschiieSlich 
der analytischen Bestimmung, so werden anschlieEend 
die Probenreste und die mobile Phase in einen Abfall 14 
uberfuhrt . 



Bei einer praparativen oder semipraparat iven Arbeits- 
weise werden die Proben nach der Trennung gesammel t und 
weiterverwendet. Dann wird anstelle des Abfalls 14 ein 
mul tiparalleler Fraktionssammler 24 installiert. In 
diesem Fall steuert ein zerstorungsf rei arbeitender De- 
tektor, (z.B. ein mul tiparalleler Utraviolettabsorpti- 
onsdetektor 13 mit Peakerkennung) den Fraktionssammler, 
der die auf gereinigten Komponenten sammelt. Vor dem 
Fraktionssammler 24 kann zur Aufreinigung der Fraktio- 
nen und Uberfiihrung der Fraktionen in ein organisches 
Losungsmittel eine Festphasenextraktionseinhei t 23 in- 
stalliert sein (s. Fig. 4, 5). 

Vor allem bei analytischer Zielsteliung ist haufig eine 
exakte Vergleichbarkei t der Chromat ogramme zur 
eindeutigen Identif ikation von getrennten Substanzen 
anhand der Retent ionszeiten im Chromat ogramm notwendig . 
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Fur diesen Anwendungsf all ist eine Flussregelung unab- 
dingbar . 

Die Flussregelungseinheit besteht aus dera 

5 Gesamtdrucksensor 19, dem Flussregler 10 und dem Fluss- 

messer 12. In Fig. 1A sind in jeder parallelen Tren- 
nungslinie 17.1 - 17.8 Flussregler 10 vor dem Injekti- 
onsventil 9 vorgesehen. Flussmesser 12 sind hier bei- 
spielhaft nach dem Detektor 13 angeordnet . Der erfor- 
10 derliche Gesamtdruckmesser 19 befindet sich zwischen 

den Pumpen 3, 4 und der Verteilung 2 0 auf die einzelnen 
Trennlinien . 

In Fig. IB ist eine andere beispielhaf te Anordnung vor- 
15 gesehen, in der die Telle Flussregler 10 und FluSmesser 

12 der Flussregelungseinheit kompakt vor den Injekti- 
onsventil 9 eingefugt sind . 

Ein gleicher Fluss in alien Trennsaulen 11.1 - 11.8 
garantiert j edoch ncch nicht die Ahnlichkeit von Chro- 

20 matogrammen gleicher Proben. Geringe Unterschiede in 

der Art der Befullung der Trennsaulen 11.1 - 11.8 mit 
stationarem Phasenmaterial, die z.B. auf unterschiedii - 
che Fiillhohe Oder Packungsdichte zuriickzuf iihren sind, 
konnen zu unterschiedlichen Retentionszeiten fur ein- 

25 und dieselbe Substanz fuhren. Da die Flusse in den ein- 

zelnen parallelen Trennlinien 17.1 - 17.8 einzeln re- 
gelbar sind, konnen sie vorteilhaf terweise und erfin- 
dungsgemaE so eingestellt werden, da£ sie die geringen 
Unterschiede in den Trennsaulen 11.1 - 11.8 ausglei- 

30 chen. Die Einstellung erfolgt so, daS eine Kalibrier- 

komponente auf alle Trennsaulen 11.1 - 11.8 aufgegeben 
wird. Die Messung der unterschiedlichen Retentionszei- 
ten erfolgt uber einen Detektor. Nach Messung der Re- 
tentionszeiten wird der Fluss fur die einzelnen Tren- 

35 nungslinien 17.1 - 17.8 so berechnet und nachgeregelt , 
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dafi sich fur die Kalibrierkcmponente in alien Tren- 
nungslinien 17.1 - 17.8 die gleichen Re t ent ionszei ten 
ergeben . 

Die beiden Verfahren zur Einstellung eines fur den An- 
gleich vcn Ret ent ionszei ten erf orderiichen und vorher 
berechneten Flusses, ist nachf olgend naher erlautert. 

Verfahren 1 ( mit druckgeregelter Fordereinhei t ) : 

Die Fiussmesser 12.1 bis 12.8 ermitteln fur die jewei- 
iige Trennlinie 17 den Wert des aktuellen Volumen- 
stroms. Der Flussregier 10 vergleicht diesen Istwert 
mit einem von der Auswerte- u. Steuereinheit 16 vorge- 
gebenen Sollwert und regelt mit der berechneten Regel- 
differenz direkt den erf orderlichen Volumenstrom fur 
die jeweiligen Trennlinie 17.1 bis 17.8 ein. Neben der 
Sollwertvorgabe iiberwacht die Auswerteeinheit (16) auch 
die Reglerparameter . 

Diese Vorgehensweise zur Einregelung der Volumenstrome 
bei Parallelbetrieb von Trennsaulen ist bei einer Ver- 
sorgung mit druckgeregel t en HPLC- Pumpen moglich. Diese 
Versorgung mit mobiler Phase wird selten eingesetzt. 
Die Schwierigkeit in der Auswahl eines geeigneten Vor- 
druckes , der abhangig von der nachf olgenden Saulenbat- 
terie ist, macht sich hierbei bemerkbar. 

In der Hochdruckf lussigchromatographie werden i. A. 
Pumpen mit kcnstanter Volumenstromf orderung eingesetzt. 

Hierzu Verfahren 2 (mit volumenstromgeregel ter For- 
dereinheit) : 
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Die Einregelung der Volumenstrome erfolgt: bei Konstant- 
volumenstromversorgung nach einem speziellen Verfahren. 
Das o. g. Verfahren erlaubt das Einregeln der parallelen 
Volumenstrome ohne eine gegenseitige Beeinf lussung der 
5 Trennungslinien iiber den Gesamtdruck. AuSerdem wird 

hierbei der Gesamtvolumenstrom vollstandig auf die ein- 
zelnen Trennlinien verteilt. Die Volumenstromwerte wer- 
den von Flussmessern in den einzelnen Trennungslinien 
17.1 - 17.8 erf afit . Ein Gesamtdruckmesser 19 ermittelt 

10 den Druck ausgangsseit ig der Pumpen 3 und 4. Das Ergeb- 

nis einer Quot ientenbildung aus Gesamtdruck und aktuel- 
lem Volumenstromwert in der jeweiligen Trennlinie 
steilt fur den Flussregler einen Istwert dar . Der 
Flussregler (z.B. Reglereinheit mit Ventil) 10 ver- 

15 gleicht diesen Istwert mit einem von der Auswerte- u. 

Steuereinheit 16 vorgegebenen Sollwert und regelt mit 
der berechneten Regeldif f erenz somit indirekt den Volu- 
mentrom fur die jeweilige Trennlinie 17.1 bis 17.8 ein. 
In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung wird der 

20 Volumenstrom indirekt iiber den Druckabfall (Differenz- 

druck) an einer MeSkapillare ermittelt. 

In Fig. 2 ist der EinregelungsprozeS fur 4 parallele 
HPLC -Trennungslinien 17 . 1 bis 17.4 in einem Diagramm 

25 veranschaulicht . Nach dem Start der HPLC -Pumpen 3 und 4 

steilt sich in jeder der vier Trennungslinien 17.1 bis 
17.4 ein anderer Volumenstrom ein. Nach Einschalten der 
Flussregelung und Voreinstellung eines gemeinsamen 
Sollwertes herrscht nach einer kurzen Einschwingphase 

30 ein gleicher Volumenstroms in den Trennungslinien 17.1 

bis 17.4. 



35 



Zur Angleichung der Retent ionszei ten wird eine geeigne- 
te Standardsubstanz gleichzeitig in alle Trennungslini- 
en 17 injiziert und die Retent ionszei t mit Kilfe des 
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Multikanaldetekrcrs 12) erf aEt . Uber einen speziellen 
Algcrichmus errechnet die Auswerte- u. Steueremheit 16 
daraus die notigen Soilwerte und gibe diese an die 
Flussregelungseinheit weiter. Die Reteniionszeiten der 
Standardsubscanz werden in regelmaSigen Abstanden uber- 
pruft, um gegebenenf alls die Soilwerte nachzus tellen . 
Vorteilhaf terweise ermogiicht: die Fl us s rege lungs einhei t 
auch eine Fehlererkennung. fiber- oder unterschrei tet 
der Stellwert des Flussreglers in einer Trennlinie 17 
einen zulassigen Bereich, so wird sofort ein Syscemfeh- 
ler (z.B. verstopfte Saule bzw. Kapiliare, Leek) er- 
kannt und die betreffende Trermungslinie 17 wird her- 
ausgeschaltet. Die Auswert eeinheit 16 signalisiert eine 
entsprechende Fehlermeldung . 

Die in Fig. 3 in der Perspektive dargescellte 
Schematik der Vorrichtung zeigt eine auf sechsundneun- 
zig Chromatographiekanale erweiterte Vorrichtung. Das 
mul tiparallele Probenauf nahme system 5 ermogiicht hier 
die gieichzeitige Aufnahme von 96 Proben. 

Fur semipraparative und praparative Anwendungen wird an 
die Chromatographiekanale eine mul tiparallele Festpha- 
senextraktionseinheit 23 und eine multiparallele Frak- 
tionssammler gemafi Fig. 4 und 5 gekoppelt . 

GemaE Fig. 4 werden auf an sich bekannte Weise mittels 
eines mul t iparailelen Probeauf nahmesysn ernes 5, das bei- 
spielsweise als Autosampler ausgebildet sein kann, zehn 
Proben aufgenommen und den Trennsaulen 11.1 bis 11.10 
zugefiihrt. fiber ein Pumpsystem, bestehend aus den Pum- 
pen 3 und 4 wird ein Losungsmi ttelgemisch uber einen 
Verteiler auf die hier dargestell ten zehn Trennlinien 
17.1 bis 17.10 gefcrdert. Zur Sichersteiiung von glei- 
chen Flussen in alien Trennlinien 17.1 bis 17.10 sind 



WO 00/31528 V W PCT/EP99/09747 



FluSregelungseinheiten, bestehend aus den Ventilen 10 
und den FluEmessern 12 und, hier nicht dargestellt , ein 
Druckmesser 19 sowie ein entsprechender Rechner mit 
FluEregelungsprogramm angeordnet . Das Ldsungsmittelge- 
5 misch wird in jeder Trennlinie 17.1 bis 17.10 uber das 

Probenauf nahmesystem 5 gefiihrt . AnschlieSend werden die 
Proben weiter zu den Trennsaulen 11.1 bis 11.10 zu ei- 
nem parallelen Multikanaldetektor 13 gefuhrt . Uber eine 
Pumpe 21 wird auf alien Trennlinien 17.1 bis 17.10 Was- 

10 ser zugefuhrt, urn die Polaritat des Gemisches zu erho- 

hen und somit die Extraktion der Probenkomponenten auf 
der sich anschliefienden Festphasenextraktionseinheit 2 3 
zu ermoglichen . Die Festphasenextraktionseinheit 23 
enthalt hier pro Trennlinie 17.1 bis 17.10 sechs Frak- 

15 tioniersaulen . 



In der Variante gema£ Fig. 5 sind in jeder der Trennli- 
nien 17.1 bis 17.10 zwei Frakt ioniersaulen in Kombina- 
tion mit einem 10 - Port -2 - Posit ionsventil vorgesehen. 
20 Die Pumpe 22 dient zur Equilibrierung der Festphasenex- 

traktionseinheit 2 3 zum Reinigen der Proben und 
schlieSlich zur Uberfuhrung der Proben in den Frakti- 
onssammler 24 . 



25 



WO 00/31528 



PCT/EP99/09747 



14 



Bezugszeichenliste 



1.4 Ventil 

Lauf mi ttel 
Vorrat A 
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12 



Flussmesser 



2.4 Ventil 

Lauf mi ttel 
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Pumpe 
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ProbenschlelLSe 19 



Probenschleif en 



20 



Probenabf all 

Inj ektionsventil 21 

In j ekt ionsventile 
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17.1 -17.10 Trennungslinien 
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P a t en t an sp r ii che 
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Vorrichtung zur f lussigchromatographischen Trennung 
von Substanzen unter Druck, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS mindestens mehrere parallel verlaufend angeord- 
nete f 1 us s i g chr oma t ogr aphi s che Trennungslinien (17) 
von einer einzigen Fordereinheit (eine oder zwei 
Pumpen) versorgt werden und im Bereich der Proben- 
zufiihrung mit einem Probenauf gabensystem (5) und 
einem Inj ektionssystem (18) sowie im Detektionsbe- 
reich mit einem Detektor (13), verbunden mit einer 
Auswerte- u.Steuereinheit (IS), kombiniert sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die f lussigchromatographischen Trennungslinien 
(17) Flussregelungseinheiten (10,12,12.1,19) auf- 
weisen . 

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Flussregelungseinheiten (10,12,19) aus 
Flussreglern (10), einem Gesamtdruckmesser (19) und 
Flussmessern (12) besteht. 

Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , 
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da£ die t iuEregelungseinheit en (10,12,19) in jeder 
Trennungslinie (17) soft - und/oder hardwaremaSig 
steuerbar sind . 

5. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS Flussregler (10) und Flussmesser (12) in einer 
Trennungslinie (17) an verschiedenen Orten angeord- 
net sind. 

6. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ Flussregler (10) und Flussmesser (12) in den 
Trennungslinien (17) kompakt an einem Ort angeord- 
net sind. 

7. Vorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Flussregelungseinheit (10,12,19) vor 

Oder hinter den Trennsaulen (11.1 - 11.8) angeord- 

net ist . 

8. Vorrichtung nach den Anspriichen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ der Gesamtdruckmesser (19) ausgangssei tig den 
Pumpen (3, 4) angeordnet ist. 



Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , 
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da£ das Probenaufnahmesystem (5) mit mindestens 
mehreren parallelen Probeauf nahmelinien iiber minde- 
stens mehrere In j ekt ionsport s (6) und 

Injektionsventile (9) und Probenschleif en (7) des 
multiparallelen Injektionssystems (18) mit minde- 
stens mehreren Trennsaulen (11.1 - 11.8) verbunden 
sind, die mit einem Detektor (13) gekoppelt sind, 
der mindestens mehrere Best immungskanale aufweist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichne t , 

da£ die Trennsaulen (11.1 - 11.8) zu einer Trenn- 
saulenbatterie (11) kompakt vereinigt sind. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ jedes In j ektionsventil (9) vor den Trennsaulen 
(11.1 - 11.8) angeordnet ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS jedes In j ekt ionsventil (9) als Mehrwegventil 
ausgebildet ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS jedes In j ekt ionsventil (9.1-9.8) Schaltmoglich- 
keiten zu einem In j ektionsport (6) , zu einer Pro- 
benschleife (7), zu den Pumpen (3, 4), zu einem Ab- 
fall (8) und zu einer Trennsaule (11.1 - 11.8) auf- 
weist . 



WO 00/31528 PCT/EP99 0974 



14. Vomchtur.g nach einem der Anspruche 1 bis 13 
aadurch gekennzeichnet , 

da£ die Trennungslinien (17.1-17. 10) eine Trennsau- 
le und erne Fes tphasenext rakt icnseinhei t (13) auf- 
weisen, die mit weiteren Pumpen (21, 22) gekoppelt 
ist . 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die f lussigchromatographischen Trennungslinien 
(17.1-17.10) Flussregelungseinheiten (10 , 12 , 19) 
aufweisen . 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

im Endbereich der Festphasenextrakt ionseinheit (23) 
ein mit der Festphasenextrakt ionseinheit (23), der 
multiparallelen Fraktionsausgabeeinheit (24) und 
dem Abfall (14) eine Verbindung hers tellbares Mehr- 
Wege-Ventil angeordnet ist. 

17. Vorrichtung nach einem der Ansprtiche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daS 

die Festphasenextraktionseinheiten (23) mindestens 
je zwei Frakt ioniersaulen aufweisen. 

IS. Vorrichtung nach einem der Ansprxiche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dag 

die Festphasenextraktionseinheiten (23) je zwischen 
10 und 50 Fraktioniersaulen aufweisen. 
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19. Verfahren zur f liissigchromatographischen Trennung 
von Substanzen unter Druck, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS mehrere zu trennende Proben gleichzeitig minde- 
stens mehreren Trennsaulen (11) zugefiihrt werden 
und anschlieSend gleichzeitig und parallel eine De- 
tektion und Auswahl erf olgt . 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet , 

daE die Trennungslinien (17) beziiglich der Reten- 
tionszeiten mittels einer Kalibrierprobe kalibriert 
werden und nach Ermittlung der einzelnen Retenti- 
onszeiten durch Steuerung von Flussreglern (10) 
aufgrund von Daten von Flussmessern ( 12 ) und Aus- 
gangsdruckmesser (19) fur alle Proben die gleiche 
Retentionszeit eingestellt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ der Quotient aus Gesamtdruck und Volumenstrom 
der jeweiligen Trennlinie als Istwert fur eine in- 
direkte Regelung des Volumenstromes herangezogen 
wird . 
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Fig. 1A 




Fig. 1B 
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